






































contributions  from different ancestors. Our results will be useful  to support  the development of 
conservation programs, as well as the sustainable use and official recognition of these breeds. 
Abstract: In this study, we aimed to evaluate the genetic diversity within and among chicken breeds 
from  the  northeast  region  of Brazil  (states  of Bahia  and Piauí) using microsatellite markers.  In 
addition, we assessed the identity and genetic relationships of chickens from Europe, Africa, and 
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The  genetic  structuring  and  geographical  distribution  of  local  breeds  can  be  important  to 
support  studies  on  the  dynamics  of  the  human  culture,  as  animals  have  accompanied  human 
migration  for  centuries.  Thus,  knowing  the  genetic  constitution  of  animal  species  can  provide 
information that could be historically related to the development of civilizations [4,5]. It is believed 








Researchers around  the world have  conducted  studies  that aim  to  shed  light on  the genetic 
differentiation of free‐range chickens, how the evolution of these animals occurred, and how their 
diversity can be measured. In this context, microsatellite markers have been widely used to describe 












we aim  to provide a basis  to support  the characterization, national and  international  recognition, 
conservation, sustainable use, and valuation of the local chickens. For this purpose, we used a panel 
containing 25 microsatellite markers to assess the diversity and genetic relationship of three Brazilian 












from animals  raised  in conservation nuclei  located  in  Itapetinga/Bahia and Teresina/Piauí, Brazil. 
Canela‐Preta chickens are widely spread throughout the Piauí state, whereas the Caneluda do Catolé 
and Peloco breeds are widespread in Southwestern Bahia (Figure 2). 





of  the  BIOCHICKEN  research  consortium)  to  determine  the  possible  recent  influence  of Creole 
chicken breeds from other countries and commercial strains on  the genetic  identity of the current 
Brazilian  chicken  populations  (Table  1).  The  Creole  populations  from  countries  of  the  Iberian 
Peninsula  (Portugal and Spain)  included  in  the dataset of  the BIOCHICKEN research consortium 
have some influence on the Brazilian breeds. 
Table 1. Chicken breeds used for assessment of identity and genetic relationships. 
Breed  Abbreviation  Country/Region  Sample Size 
Canela‐Preta  CP  Brazil  40 
Caneluda do Catolé  CAN  Brazil  30 
Peloco  PEL  Brazil  30 
Andaluza Azul  AAZ  Spain  50 
Castellana Negra  CASN  Spain  50 
Combatiente Español  CES  Spain  50 
Extremeña Azul  EAZ  Spain  50 
Ibicenca  IB  Spain  50 
Mallorquina  MLL  Spain  50 
Pita Pinta  PPA  Spain  50 
Sureña  SUR  Spain  30 
Utrerana Perdiz  UP  Spain  50 
Leghorn  LEGH  Europe  40 
Cornish  CORN  Europe  26 
Araucana  ARAU  Chile  50 
Nigerian chickens  NIG  Nigeria  50 
Amarela  AM  Portugal  50 
Branca  BR  Portugal  69 
Preta Lusitânica  PL  Portugal  19 
Pedrês Portuguesa  PP  Portugal  52 
Total      886 











circles were  cut  in  filter papers  exposed  to a  flat  surface using a 2 mm Harris Micro punch  (GE 
healthcare Life Science, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK), which was cleaned using 1% bleach 
solution between each sample. The circles were placed in a polymerase chain reaction (PCR) plate 






MCW067;  MCW069;  MCW078;  MCW081;  MCW103;  MCW104;  MCW111;  MCW123;  MCW165; 
MCW183; MCW206; MCW216; MCW222; MCW248; MCW295; and MCW330. The amplification of 





The program GenAlEx  6.5  [14] was used  to  estimate  the mean number  of  alleles  (NA),  the 
expected heterozygosity  (He),  and  the observed heterozygosity  (Ho). The distribution of genetic 
variability  intra‐  and  interbreeds  was  assessed  using  Wright’s  F‐statistics  (FIS—Coefficient  of 
inbreeding within individuals, FIT—Coefficient of inbreeding in relation to the total population, and 
FST—global  inbreeding  of  the  population),  as well  as  the matrix  of Nei’s  genetic  distance,  the 
dissimilarity matrix, the principal component analysis (PCoA), and dispersion graph. The PCoA uses 









A  neighbor‐net  was  constructed  as  implemented  in  the  SplitsTree4  software,  in  order  to 
represent the relationships between breeds graphically and to depict any evidence of admixture [17]. 
The STRUCTURE software v.2.3.4 [18] was used to determine the most likely number of groups 






















Genetic Group    N  Na  Ho  He  UHe  F  HWE (p‐Value) 
CP 
Mean  39.8  4.960  0.617  0.618  0.626  −0.001  0.842 
SD    0.291  0.030  0.029  0.029  0.019   
CAN 
Mean  29.6  5.040  0.642  0.634  0.645  −0.025  0.176 
SD    0.426  0.031  0.027  0.028  0.042   
PEL 
Mean  29.6  4.960  0.646  0.620  0.630  −0.049  0.105 
SD    0.344  0.030  0.027  0.028  0.027   
CP, Canela‐Preta; CAN, Caneluda  do Catolé;  PEL,  Peloco; N,  number  of  individuals; Na, mean 
number  of  alleles;  Ho,  observed  heterozygosity;  He,  expected  heterozygosity;  UHe,  expected 
heterozygosity with correction factor for sample size; F, Wright’s fixation index ([1 − (Ho/He)]); HWE, 
Hardy–Weinberg equilibrium test. Significance: p < 0.05. 








Source of Variation  DF  SS  MS  Var. Comp.  %T  F (p‐Value) 
Between populations  2  110.817  55.480  0.714  8  FST = 0.082 (0.001) 1 
Between individuals  97  800.858  8.257  0.234  3  FIT = 0.108 (0.001) 2 
Within individuals  100  779.000  7.790  7.790  89  FIS = 0.029 (0.042) 3 













relation  to  the Cartesian  axes  obtained  by  the principal  components  (PC1 and PC2)  based  on  the 
dissimilarity matrix. CP, Canela‐Preta; CAN, Caneluda do Catolé; PEL, Peloco; AAZ, Andaluza Azul; 









The Brazilian breeds were not  clustered  together with  the  commercial  lines used  as  control 
group  (Figure 4). Furthermore,  the Creole  chickens  from Brazil were  clustered with breeds  from 
Chile, Africa, and Portugal. CP was the only Brazilian genetic group which clustered together with a 
Spanish breed (Ibicenca). 









group was  composed of  chickens  from Portugal, Brazil, Chile,  and Nigeria,  the  commercial  line 






included  six  Spanish  breeds. Despite  the  lower peaks,  there  is  a  trend  for  the  formation  of  two 
possible groups (K = 13 and K = 18), which highlights the genetic originality of the three Brazilian 
breeds in relation to the exotic chickens. 
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Pinta;  11,  Sureña;  12, Utrerana  Perdiz;  13, Amarela;  14,  Branca;  15,  Preta  Lusitânica;  16,  Pedrês 
Portuguesa; 17, Araucana; 18, Nigerian chicken; 19, Leghorn strain; 20, Cornish strain. 












in chickens have shown  the  importance of microsatellite markers using population parameters  in 
analyses of genetic diversity and population  structure.  Information obtained  from  those markers 




have  genetic  variability.  This  result  corroborates  the  nonsignificant  deviations  from  the Hardy–
Weinberg  equilibrium  observed  in  the  three  Brazilian  breeds.  These  chickens  compose  large 
populations where random mating system is used; therefore, the genetic variability of these animals 
is important, as this indicates that these native resources are genetically conserved. 
The AMOVA  indicates  that  the  highest  genetic  variability  is distributed within  breeds,  i.e., 
within individuals, which is relevant as these chickens are native and were not still included in any 
breeding  or  selection  program. Additionally,  this  indicates  that  these  breeds  have  high  genetic 
richness, which makes them potential future donors of genes for the development of new commercial 
strains and indicates their potential for within‐breed selection for genetic improvement practices. 
The  genetic  richness  of  local  genetic  groups  allows  one  to  use  the wide  range  of  options 










breeds,  controlled  percentage  of  homozygosity  within  populations,  and  random  association  of 
alleles. The FIT value (0.108), in turn, may be indicative of the fact that genes derived from a common 
ancestor were  favored. Knowing  the  ancestry  allows  one  to  use  ancestors  to  rescue  the  genetic 
variability in extreme cases in which some breeds are at risk of extinction. 
Knowledge  of  the  genetic  composition  of  native  breeds  is  essential  for  conservation  and 
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that most of the current Spanish breeds have a small contribution to the formation of the Brazilian 
chickens. 











were  clustered  together  with  birds  from  South  America  (Chile),  Africa  (Nigeria),  and  Europe 

























of Brazilian  local chicken breeds. Despite  the genetic relationship with genetic groups  from other 
countries,  the Creole chickens  from Brazil have unique genetic combinations of poultry  from  this 
country. Animals of these breeds are adapted to the edaphoclimatic conditions of the region and are 
spread throughout backyards of smallholders, serving as an example of multifunctionality of small‐
scale  livestock  production  systems.  Thus,  promoting  the  raising  of  these  birds  in  sustainable 
production  systems will  contribute  to  the development  of  livestock  production  in  the  northeast 
region of Brazil. 
5. Conclusions 
This  study  provides  an  overall  outlook  of  the  genetic  diversity  of  chicken  breeds  from  the 
northeast region of Brazil. Our findings highlight the efficiency of microsatellite markers for the study 
of  the  genetic  characterization,  differentiation,  and  relationship  of  chickens.  In  general,  the 
populations of Canela‐Preta, Caneluda do Catolé, and Peloco chickens are consolidated as defined 






be used  in  future strategies of genetic management of Brazilian  free‐range chickens as a basis  for 
conservation programs, sustainable use, and genetic improvement through selection. 
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representing five chicken groups based on 25 microsatellite markers, Table S1: Matrix of Nei’s genetic distance 
representing  the  20 groups of  chickens  studied  (18 native breeds  and  two  commercial  strains) based on  25 
microsatellite markers. 
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